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基础 研究 


经 MHCI 通路 的 屋 尘 螨 1 关 变 应 原 T 细 胞 表 位 融合 肽 疫苗 载体 


的 构建 与 表达 
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摘要 :目的 构建 经 MHCI 通 路 的 屋 尘 螨 1 类 变 应 原 Derp 1 的 T 细 胞 表 位 肽 疫苗 重组 载体 。 方 法 分 别 合 成 TAT ,IhC 和 含 编码 
Der p 1 的 3 段 T 细 胞 表 位 的 融合 核 并 酸 序列 ,用 特异 性 引物 PCR 扩 增 相应 的 基因 片段 ,分 别 用 相应 的 双 酶 切 后 ,用 T4 DNA 连 
接 酶 连接 形成 TAT-IhC-Der p 1-37 融 合 基因 ,并 搬 和 人 至 原核 表达 载体 pPET28a(+) 中 ,构建 重组 原核 表达 载体 pET28a 


(+)-TAT-IhC-Der p 1-3T,Bam HI 和 Xho 进行 双 酶 切 和 测序 鉴定 。 重 组 载体 转化 大 肠 杆菌 E. coli BL21(DE3) 菌 株 ,IPTG 诱 导 


Im! 


后 ,经 SDS-PAGE 电 泳 分 析 和 Western blot 验 证 ,纯化 TATIhC-Derp 1-3T 和 蛋白 后 进行 IgE 结合 试验 。 结 果 双 酶 切 和 测序 结果 表 
AH, IRD T pET-28a-TAT-IhC—Der p 1-37 重 组 原核 表达 载体 ;SDS-PAGE 电泳 分 析 显 示 TAT-IhC-Der p 7-37 可 诱导 表达 ; 


Western blot 检 测 表明 该 融合 蛋白 纯化 成 功 ;IgE 结 合 试验 表明 TAT-IhC-Der p 1-3T 结 合 屋 尘 螨 过 敏 病 人 血清 IgE AY AE 


n 


Der p 1 变 应 原 (P<0.001)。 结 论 成 功 构建 了 可 表达 经 MHC 通 路 的 编码 Der p 1 的 3 段 T 细 胞 表 位 的 重组 pET-28a-747T-IhC-Der 
p 7-37 载 体 ,纯化 的 TAT-IhC-Der p 1-3T 具 有 较 强 的 IgE 结 合 能 力 , 从 而 为 后 续 经 MHC 通 路 的 特异 性 免疫 治疗 奠定 基础 。 
关键 词 : 屋 尘 螨 ;融合 肽 疫苗 ;1 类 变 应 原 ; 原 核 表 达 ;T 细 胞 表 位 ;IgE 结合 试验 
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major allergen group 1 as a vaccine delivered by MHC class II pathway 
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Abstract: Objective To construct a vector encoding T-cell epitopes of major allergen group 1 of Dermatophagoides pteronyssinus 
as a vaccine delivered by MHC class II pathway. Methods The nucleotide sequences of the 3 target genes were synthesized, 
including TAT, IhC and the recombinant fragment of Der p 1 encoding 3 T-cell epitopes. After amplification of the 3 target 
fragments by PCR and digestion with corresponding restriction endonucleases, the recombinant gene TAT-IhC-Der p 1-3T was 
ligated using Ts DNA ligase and inserted into the prokaryotic expression vector pET28a(+) to construct the recombinant 
plasmid pET-28a(+ )-TAT-IhC-Der p 1-3T, which was confirmed by digestion with restriction endonucleases and sequencing. 
The recombinant vector was transformed into E. coli strain BL21 (DE3) and induced with IPTG, and the induced protein 
TAT-IhC-Der p 1-3T was detected by SDS-PAGE. After purification, the recombinant protein was confirmed by Western 
blotting and its allergenicity tested using IgE-binding assay. Results The recombinant plasmid pET-28a-TAT-IhC-Der p 1-3T 
was successfully constructed as confirmed by restriction endonuclease digestion and sequencing and the expression of the 
recombinant protein TAT-IhC-Der p 1-3T was induced in E. coli. Western blotting verified successfull purification of the target 
protein, which showed a stronger IgE-binding ability than Der p 1. Conclusion We successfully constructed a recombinant 
expression vector pET-28a-TAT-IhC-Der p 1-3T expressing a T-cell epitope vaccine delivered by MHC II pathway with strong 
IgE-binding ability, which provides a basis for further study on specific immunotherapy via MHC class II pathway. 

Key words: Dermatophagoides pteronyssinus; fused peptide vaccine; major group 1 allergen; prokaryotic expression; T cell 
epitope; IgE-binding assay 
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村 异性 免疫 治疗 (Specific immunotherapy, SIT) 


性 哮喘 患者 对 屋 尘 螨 1 类 变 应 原 Der p 1 结合 呈 阳 性 。 
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可 长 时 间 持 续 缓 解 过 敏 证 状 的 病因 疗法 ""。 合 适 的 T 
细胞 反应 刺激 对 脱 敏 及 变 应 原 特 异性 IgE 的 减少 或 抑 
制 是 必 不 可 少 的 中。 如 用 Fel d 1 变 应 原 中 的 人 T 细 胞 
表 位 肽 进行 SIT 改 变 了 T 细 胞 对 这 些 肽 段 的 反应 中 。 变 
应 原 经 抗原 提 呈 细胞 (APC) 摄 取 并 被 其 洲 酶 体内 的 和 蛋 
白水 解 酶 水 解 产 生 抗原 肽 段 。 来 自 内 质 网 并 受 恒 定 链 
(invariant chain, Ti) (RIP IY EEA AER AA I 
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(MHC I ) 进 入 溶 酶 体 后 ,fi 被 水 解 ,MHC 工分 子 与 肽 段 形 
成 复合 物 并 提 呈 给 CD4* THA, JMC Tes 
路 增强 抗原 提 呈 是 治疗 过 敏 性 疾病 的 潜在 方法 "“。 
研究 证 明 ,构建 并 原核 表达 MHC 工 - 肽 的 融合 蛋白 ,可 
Pe dE RBS AS A EE. TAT 序列 长 11 个 氨基 酸 
(GYGRKKRRQRRR) ,来 自 人 免疫 缺陷 病毒 (HIV ) ,其 
功能 是 将 胞 外 和 蛋白 转 到 胞 内 "™; 而 InC 是 人 溶 酶 体 中 五 
的 前 110 个 氨基 酸 短 肽 ,可 靶 定 蛋白 到 内 涵 体 / 溶 酶 
体内 。 以 TAT-IhC- 抗 原 构建 融合 蛋白 作为 疫苗 可 
有 效 缓解 哮喘 患者 症状 ”。 

本 文 拟 将 TATJhC 和 Derp 1 的 3 段 T 细 胞 表 位 序列 
采用 分 子 生 物 学 方法 形成 融合 基因 ,并 命名 为 TAT-IhC- 
Der p 1-3T。 构 建 原核 表达 载体 pET28a(+)-TAT-IhC- 
Der p 1-3T 后 进行 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 苷 (IPTG) 诱 
导 表 达 并 纯化 ,IgE 结合 试验 检测 该 融合 蛋白 的 变 应 原 
性 ,为 后 期 经 MHC 开 提 呈 通路 的 屋 尘 螨 高 效 变 应 原 疫 
苗 制 备 和 临床 应 用 黄 定 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 菌株 和 质粒 

KFR E. coli DH-5a、BL21(DE3) 感 受 态 细胞 、 
pET-28a 载 体 为 本 实验 室 保 存 。 
1.2 引物 设计 及 合成 

根据 GenBank 公布 的 TAT (GenBank No: NP_ 
057853.1) IhC(1~110AA) (GenBank No:K01144.1) 和 
ProDer p 1(GenBank No:NP_11695.1) 的 核 昔 酸 序列 分 
别 设计 引物 并 引入 相 应 的 酶 切 位 点 。TAT( 编 码 11 个 AA) 
上 游 引 物 :5-GATCTTACGGTCGTAAAAAGCGTCG 
CCAGCGTCGCCGTGGATCCACTAGT-3(BamH | ), 
下 游 引 物 : 5'-TCGAGACTAGTGGATCCACGGCGA 
CGCTGGCGACGCTTTTTACGACCGTA-3' (Xho I ); 
IhC(1~110AA) 上 游 引 物 :5-GAAGATCTATGGATGA 
CCAGCGCGACC-3'(Bgl JI) ,下游 引物 : 5-AAACTAG 
TGGATCCCCCCTGGGGCAGGGCTCC-3'(Hind M ) ; 
ProDer p 1 中 已 报道 的 3 个 工 细胞 表 位 对 应 的 核 昔 酸 序 
列 的 位 置 分 别 为 118~146、175~196、206~264, 将 这 3 上 段 
工 细胞 表 位 对 应 的 核 昔 酸 直接 合成 为 一 条 完整 的 核 苷 
酸 序列 ,其 长 度 共 324 bp, 并 命名 为 Der p 1-3T) , 扩 增 
所 需 的 特异 引物 如 下 ,上游 引 物 :5-TTAGGATICC 
CGAACTGTCACTCCCATTCGT-3'( BamH I ) ;下 游 
5 |W :5'-AGCCTCGAGTTGGTAACCATTATCGCG T 
TG-3'(Xho I ) ,引物 及 融合 基因 片段 由 生 工 生 物 工程 
(上 海 ) 股 份 有 限 公 司 合成 。 
1.3 主要 试剂 

DL2000 DNA Marker 和 T DNA 连接 酶 购 自 
TAKARA; SK2072 即 用 PCR 扩 增 试剂 盒 (Taq) 、 
SanPrep 柱 式 DNA 胶 回收 试剂 盒 SanPrep 柱 式 PCR 产 


物 纯化 试剂 盒 .30 bp DNA ladder 蛋白 Marker 限制 性 
内 切 酶 BamH I Bt Xho I ft Bel I fi Hind Ill ft DAB 
显 色 液 ECL 曝光 试剂 盒 .硝酸 纤维 素 膜 -BCA 和 蛋白 定 
量 试剂 盒 .BSA 标准 品 . 考 马 斯 亮 蓝 IPTG . 卡 那 霉 素 、 
TMB 显 色 液 均 购 自生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 
司 ,NP*-NTA 杀 和 层 析 树脂 和 层 析 柱 购 自 Novagen， 
HRP- 羊 抗 兔 IgG 和 HRP 标 记 的 羊 抗 人 IgE 二 抗 购 自 
Sigma。 抗 Der p 1 抗体 为 本 实验 室 自 制 。16 份 对 屋 尘 
里 过 敏 的 病人 血清 为 本 实验 室 保 存 。 其 他 试剂 为 国产 
分 析 纯 。 
1.4 主要 仪器 

ABI2720 型 PCR 仪 (美国 Application Biosystem) ; 
高 速 冷冻 离心 机 (美国 Beckman);DNA 水 平 电泳 仪 ( 美 
Bio-Rad);BayGene 垂 直 电 泳 仪 (北京 百 晶 );G:Box 
凝 胶 电泳 成 像 分 析 系 统 (英国 SYNGENE) ; BioTek® 
Lex800 ELISA 读 板 机 (美国 )。 
1.5 方法 
1.5.1 pET28a(+)-TAT-IhC-Der p 1-3T 重 组 载体 的 构建 
将 TAT 特 异性 引物 95 CARPE 55 CC 退 火 , 形 成 含笑 性 末 
端的 双 链 ;用 BamH I 和 Xho I 双 酶 切 pET28a(+) 原 核 
表达 载体 ,其 反应 体系 (总 体积 80 pl) :10xTango buffer 
8 以 BamH I 酶 2 pl Xho I 酶 2 wlpET28a(+) eK 24 ul, 
ddHbO 44 ul,37 C 酶 切 3 h, 回 收 酶 切 产 物 ;用 T, DNA 
连接 酶 (16 C3 h) 将 TAT 连 至 pET28a(+) 形 成 pET28a 
(+)-TAT 载 体 。IhC 特 异性 引物 进行 PCR 扩 增 ThC 基 因 
(1~110AA) 片 段 : 反 应 条 件 :94 C 4 min,94 © 30 s, 
55 C 30 s,72 C 30 s,35 个 循环 ,72 延伸 10 min, 试 剂 
盒 纯 化 PCR FAW. Bgl Il Al Hind W475) LAE) pET28a 
(+)-TAT Fil InC (1~110AA) , 酶 切 体系 及 酶 切 条 件 同 
上 。 回 收 酶 切 产 物 , 用 T4 DNA 连接 酶 将 IhC 连接 至 
pET28a(+)-TAT 形 成 pBET28a(+)-TAT-IhC 载 体 ,连接 反 
应 体系 及 连接 条 件 同 上 。 用 特异 性 引物 扩 增 Der p 
1-3T 片 段 后 ,用 将 BamH I 和 Xho 工分 别 双 酶 切 pET28a 
(+)-TAT-IhC 质 粒 和 Der p 1-3T 片 段 ,反应 体系 及 反应 条 
件 同 上 。 回 收 酶 切 产 物 ,用 T, DNA 连接 酶 将 Der p 1-3T 
连接 至 pET28a(+)-TAT-IhC, 形 成 pET28a(+)-TAT-IhC- 
Der p 1-3T 载 体 ,连接 反应 体系 及 连接 条 件 同 上 。 
1.5.2 & 28% #2 pET28a(+)-TAT-IhC-Der p 1-3T 的 鉴 
定 “ 酶 切 体系 (总 体积 80 wl) : 10x Tango buffer 8 ul, 
BamH 工 酶 2 ul, Xho 工 酶 2 wl, pET-28a(+ )-TAT-IhC- 
Der p 1-3T 重 组 质粒 24 由 .ddH2O 44 ul,37 %C 酶 切 3 h; 
酶 切 产物 行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 , 阳 性 克隆 送 生 工 生物 工程 
(上 海 ) 股 份 有 限 公 司 测序 确认 。 
1.5.3 重组 蛋白 TATIhC-Der p 1-3T 的 诱导 表达 将 
pET-28a(+)-TAT-IhC-Der p 1-3T 重 组 质粒 转 至 大 肠 杆 
W E. coli BL21(DE3) 感 受 态 细胞 , 铺 板 于 含 100 mg/L 
Kana' 的 LB 固体 培养 基 。 挑 单 菌落 接种 于 售 100 mg/L 
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Kana' 的 LB 液体 培养 基 中 ,37 C 200 r/min 培养 过 夜 ， 
按 1:50 的 比例 接种 并 扩大 培养 至 Dow 约 为 0.6, 加 IPTG 
( 终 浓度 1 mmolL ,为 最 佳 诱导 浓度 ),200 r/min 诱导 培 
养 4~5 h 后 , 取 1.5 ml 菌 液 ,4 °C 10 000 r/min 离心 5 min, 
弃 上 清 。 加 2x 和 蛋白 上 样 缓冲 液 100 ul 充分 混 匀 ,者 沸 
10 min 后 , 取 20 pl 进行 12.5% SDS-PAGE 电 泳 , 考 马 斯 
亮 蓝 染色 观察 并 拍照 。 

1.5.4 重组 蛋白 TAT-IhC-Der p 1-3T 的 纯化 按照 1.5.3 
的 步 又 对 含 pPET28a(+)-TATIhC-Der p 1-3T 重 组 质粒 
HJ E. coli BL21(DE3) 菌 株 进 行 大 规模 培养 ,收集 菌 体 
沉淀 后 ,用 Ni*-NTA 树脂 分 离 纯 化 TAT-IhC-Der p 1-3T 
重组 蛋白 ,操作 按说 明 书 进 行 。SDS-PAGE 电泳 检测 和 蛋 
白 纯度 。 

1.5.5 重组 蛋白 TAT-IhC-Der p 1-3T 的 鉴定 用 BCA 和 蛋 
白 测定 试剂 盒 和 BSA 标准 品 测定 蛋白 浓度 ,操作 步骤 
按说 明 书 进行 。 和 蛋白 定量 后 , 取 10 hg 总 蛋白 经 12.5% 
SDS-PAGE 凝 胶 分 离 并 转 至 硝酸 纤维 素 膜 上 , 膜 用 1% 
BSA 的 TBST(50 mmol/L Tris, pH 7.5; 150 mmol/L 
NaCl; 0.1% Tween-20) Z mE] 2h, H Der p 1 抗体 
(1:500 稀 释 )4 % 孵 育 过 夜 ,TBST 洗 膜 3 次 (10 minX) o 
HRP- 羊 抗 兔 IgG(1:5000 稀 释 ) 二 抗 37 CHF 40 min, 
TBST 洗 膜 3 次 (10 min/ 次 )。ECL 曝光 。 

1.5.6 ELISA 法 测定 TAT-IhC-Der p 1-3T 的 IgE 结合 试 
验 按照 参考 文献 的 方法 进行 。 简 述 如 下 :用 Derp 1 
(500 ng 夺 L) 包 被 96 孔 板 ,4 % 过 夜 。 用 TBST 漂 洗 孔 板 5 
次 (100 UAL), ME 1% BSA 的 TBST(150 p14L)37 °C 
封闭 1 h。 按 1:8 的 稀释 比例 加 入 病人 血清 ,37 CHA 
1 h。TBST 漂 洗 孔 板 5 次 。 用 TBST 按 1:1000 的 比例 稀 
释 HRP 标 记 的 羊 抗 人 IgE 并 加 入 到 96 孔 板 ,37 CRF 2 h。 
TBST 漂 洗 孔 板 5 次 。 加 入 TMB 底 物 37 % 反 应 20 mins 
立即 加 入 终止 液 50 岂 筷 ) 终 止 反应 。Assom 读 值 。 


2 结果 
2.1 重组 质粒 pET28a(+)-TAT-IhC-Der p 1-3T 的 鉴定 
将 重组 质粒 pET28a(+)-TATIhC-Derp 1-3T 用 BamH I 
和 Xho 工 双 酶 切 后 ,电泳 结果 显示 :其 酶 切 产 物 获得 的 
目的 基因 条 带 约 为 800 bp 左右 (图 1) ,表明 重组 质粒 构 
建成 功 。 经 测序 分 析 及 NCBLBLAST 比 对 结果 与 TI47- 
IhC-Der p 7-37 基 因 编 码 序列 一 致 , 其 俩 角 大 小 为 687 bpo 
2.2 重组 蛋白 TATIhC-Derp 1-3T 的 表达 

为 检测 TAT-IhC-Der p 1-3T 是 否 可 诱导 表达 ,我 们 
将 重组 载体 PET28a(+)-TATIhC-Der p 1-3T 转 染 大 肠 
杆菌 coli BL21(DE3) 感 受 态 细胞 ,用 最 佳 诱导 终 浓 
度 为 1 mmol 儿 的 IPTG 诱 导 后 ,经 SDS-PAGE 检 测 结 
表明 :可 明显 见 到 TAT-IhC-Der p 1-3T 和 蛋白 条 带 (图 2)， 
说 明 TAT-IhC-Der p 1-3T 诱 导 表 达成 功 ,其 相对 分 子 质 
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图 1 重组 质粒 pET28a(+)-747- 凡 C-Der p 1-37 的 酶 
切 分 析 

Fig.1 Digestion of the recombinant plasmid PET28a 
(+)-TAT-IhC-Der p 1-3T with BamH I and Xho I. M: 
DNA Marker; 1: Products of pET28a(+)-TAT-IhC-Der 
p 1-3T digested by BamH I and Xho J; 2: Recombinant 
plasmid of pET28a(+ )-TAT-IhC-Der p 1-3T; 3: 
Products of pET28a(+) digested by BamH I and Xho I. 


量 约 为 28 000, 与 理论 值 相 符 。 经 Ni2*-NTA 树 脂 分 离 
纯化 后 ,可 见 单一 条 带 ( 图 2)。 
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图 2 重组 蛋白 TAT-IhC-Der p 1-3T 的 表达 检测 

Fig.2 Detection of recombinant protein TAT-IhC-Der 
p 1-3T expressed in E. coli strain BL21 (DE3). M: 
Protein marker; 1: Purified recombinant protein 
TAT-IhC-Der p 1-3T; 2: Total protein of E. coli strain 
BL21 (DE3) without IPTG induction; 3: Total protein 
of E. coli strain BL21 (DE3) induced by 1 mmol/L IPTG. 


2.3 £48 TAT-IhC-Der p 1-3T 444 89 Western blot 检 测 
SAME AMO BAR BZ A TAT-IhC- 
Der p 1-3T, VW Der p 1 多 克隆 抗体 为 一 抗 进 行 Western 
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blot 检 测 。 结 果 表 明 :未 经 IPTG 诱 导 的 大 肠 杆菌 BL21 
(DE3) 对 照 组 未 出 现 条 带 , 而 纯化 的 TAT-IhC-Der p 
1-3T 重 组 蛋白 则 出 现 一 条 明显 的 条 带 (图 3), 其 大 小 与 
SDS-PAGE 电泳 检测 条 带 相 符 ,这 说 明 TAT-IhC-Der p 
1-3T 重 组 蛋白 成 功 纯化 ,可 用 于 后 续 试 验 。 


30 000 


25 000 


3 纯化 的 TAT-IhC-Der p 1-3T AY Western blot 检 测 
Fig.3 Western blotting of purified TAT-IhC-Der p 
1-3T. 1: Total protein of E. coli strain BL21 (DE3) 
without IPTG induction; 2: Purified recombinant 
protein TAT-IhC-Der p 1-3T. 


2.4 TAT-IhC-Der p 1-3T 的 IgE 结合 试验 

为 检测 原核 表达 的 TAT-IhC-Der p 1-3T 重 组 蛋白 
与 16 份 对 屋 尘 里 致 敏 的 病人 血清 IgE 的 结合 能 力 , 用 
Der p 1 和 TAT-IhC-Der p 1-3T 包 被 了 96 和 孔 板 后 ,ELISA 
法 检测 结果 表明 :TATIhC-Der p 1-3T 结 合 IsE 的 能 力 
(1.35+0.33) 明 显 高 于 Der p 1(0.80+0.19)(P<0.001 ,图 
4)。 这 说 明 TAT-IhC-Der p 1-3T 具 有 较 好 的 变 应 原 性 。 


2.0 IgE 
P<0.001 


Der p 1 TAT-Ihe-Der p 1-3T 


图 4 TAT-IhC-Der p 1-3T 的 IgE 结 合 试验 
Fig.4 IgE-binding assay of TAT-IhC-Der p 1-3T 
expressed in E. coli strain BL21 (DE3). 


3 讨论 
SIT 是 唯一 可 改变 变态 反应 性 疾病 进程 的 病因 疗 
法 ”站 , 可 诱导 机 体 产 生变 应 原 特异 性 IgG1 和 IgG4, 并 


有 效 降 低 变 应 原 特异 性 IgE 抗体 水 平 , 从 而 阻 断 工 型 超 
敏 反 应 的 发 生 ”。 其 不 仅 可 降低 变 应 性 致 敏 , 也 可 降低 
治疗 后 哮喘 的 发 病 率 ”。 用 保留 了 细胞 表 位 而 改变 B 细 胞 
表 位 的 重组 花粉 变 应 原 Bet v 1 进行 SIT, 可 减少 变 应 原 
特异 性 IgE 的 产生 ,阻止 变 应 原 和 IgE 结合 和 /或 刺激 机 
体 诱导 抗原 特异 性 T 细 胞 失 能 所 。 这 提示 ,发 展 低 变 应 
原 性 (减少 B 细 胞 表 位 )、 高 免疫 原 性 (增加 TT 细胞 表 位 ) 
的 SIT 疫 苗 最 住 策 略 中 。Prickett 等 用 Arah 1 变 应 原 
HI CDE TT 细胞 表 位 肽 刺激 花生 过 敏 性 患者 的 外 周 血 单 
个 粒 细胞 试验 证 实 其 有 效 性 。Mackenzie 等 用 鸡 卵 清 
蛋白 中 的 优势 T 细 胞 表 位 肽 进行 SIT 结 果 表 明 ,该 肽 段 
可 有 效 降低 变 应 原 特异 性 IgE 和 嗜 酸 性 粒 细胞 增多 7。 

外 源 抗原 被 APCs 摄 取 、 降 解 ,与 MHC 形成 复合 
物 提 旦 给 CD4*T 细 胞 识别 并 被 激活 ,从 而 产生 抗原 特 
异性 的 免疫 应 答 。 经 MHC 开 提 呈 通 路 提 呈 抗原 以 提高 
其 提 呈 效率 进行 SIT 其 效果 已 被 证 实 ”%“。 若 能 借用 
MHCT 提 呈 通 路 提 呈 含 多 个 T 细 胞 表 位 肽 的 融合 抗原 
可 有 效 提 高 SIT 的 效果 。Wambre 等 中 用 肽 -MHC II py 
聚 体 的 间接 体内 治疗 发 现 ,过 敏 性 患者 体内 的 CD4"T 
细胞 是 以 免疫 优势 层级 的 方式 识别 变 应 原 中 的 表 位 ,并 
具有 明显 的 依赖 于 表 位 识别 的 功能 表达 谱 。 

鉴于 TAT 和 IhC 各 自 的 功能 以 及 T 细 胞 表 位 在 SIT 
中 的 作用 ,本 研究 构建 了 表达 融合 变 应 原 TATIhC-Der 
p 1-3T 的 重组 原核 表达 载体 PET28a-TATIhC-Der p 
1-3T。 经 IPTG 诱 导 并 进行 SDS-PAGE 分 析 表 明 ,该 融 
合 变 应 原 可 高 效 表达 ; Western blot 分 析 发 现 该 变 应 原 
已 纯化 成 功 。IgE 结 合 试验 显示 ,结果 发 现 融合 变 应 原 
TAT-IhC-Der p 1-3T 444 IgE 的 能 力 要 优 于 Derp 1, 但 
该 结果 与 以 往 结果 报道 的 不 一 致 。Karamloo 等 2 构建 
TARA ,该 和 蛋白 含 变 应 原 Api m 1 .Api m 2 和 
Api m3 的 工 细胞 表 位 ,并 删除 了 其 B 细 胞 表 位 。 该 车 合 
蛋白 与 IgE 的 结合 试验 表明 ,与 天 然 变 应 原 相 比 ,其 明 
显 降低 与 IgE 的 结合 。 本 研究 获得 的 TAT-IhC-Der p 
1-3T 其 结合 变 应 原 的 能 力 增强 的 原因 可 能 是 Derp 1 变 
应 原 中 的 T 细 胞 表 位 和 B 细胞 表 位 之 间 相互 重 羡 ,经 
重组 后 ,可 能 形成 了 新 的 B 细 胞 构象 表 位 或 线性 表 位 。 
但 其 具体 机 制 尚 不 清楚 。 

总 之 ,我 们 成 功 获 得 了 具有 转 位 于 胞 内 \ 溶 酶 体 定 
位 以 及 增强 的 T 细 胞 表 位 肽 等 特点 的 融合 蛋白 ,为 后 续 
可 用 于 屋 尘 螨 过 敏 的 哮喘 患者 进行 SIT 的 疫苗 开发 和 
临床 诊断 莫 定 了 基础 。 下 一 步 将 研究 该 融合 变 应 原 疫 
苗 的 特异 性 免疫 治疗 效果 及 其 详细 机 制 。 
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